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Pourquoi	une	puce	mul5-espèces:	contexte	

•  Depuis	2005	le	génotypage	illumina	infinium®	par	puce	d’hybrida5on	donne	des	résultats	
très	 fiables	 pour	 des	 milliers	 de	 SNP	 sur	 des	 milliers	 d’individus	 d’organismes	 très	
différents,	incluant	les	plantes.	

•  Les	données	produites	sont	u5lisées	dans	de	nombreuses	études	et	donnent	de	nouvelles	
perspec5ves	notamment	pour	la	géné5que	de	popula5on	et	les	analyses	de	diversité	

•  Cet	ou5l	pourrait	être	u5lisé	dans	de	nombreuses	applica5ons:	le	contrôle	d’individu,	les	
approches	de	géné5que	assistée	par	marqueur…	

	
•  Cependant	 ces	 puces	 restent	 un	 ou5l	 assez	 peu	 flexible	 et	 coûteux	 surtout	 si	 on	 a	 peu	

d’individus:	 le	 cout	 ini5al	 et	 le	 nombre	 minimal	 d’individus	 reste	 le	 facteur	 limitant	 à	
l’u5lisa5on	des	ces	puces.	
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Pourquoi	une	puce	mul5-espèces:	contexte	

•  Il	existe	déjà	une	alterna5ve	pour	réduire	 les	couts:	 les	puces	«	add-on	»:	puces	catalogue	
animales	et	récemment	végétale	(Maïs)	sur	lesquelles	on	peut	rajouter	un	set	de	SNP	mais	il	
faut	toujours	un	nombre	minimal	d’individus	pour	la	première	commande	(1152).	

•  Une	puce	mul5-espèces	pourrait	être	une	autre	alterna5ve	pour	par	exemple:	
	 -	 Permeere	 d’accéder	 au	 génotypage	 quand	 on	 a	 un	 nombre	 limité	 d’individus	 en	

profitant	du	regroupement	de	plusieurs	espèces	
	-	Diminuer	les	coûts	en	bénéficiant	de	la	commande	d’un	grand	nombre	d’échan5llons	

	
•  Nous	 avons	 donc	 validé	 le	 génotypage	 et	 évalué	 la	 fiabilité	 des	 résultats	 d’une	 puce	 de	

génotypage	plante	cons5tuée	de	4	espèces	
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Descrip5on	de	la	puce	mul5-espèces	

•  4	espèces:	colza,		peuplier,		vigne,		pois	
		

of	152	individuals	

30	DNA	samples	
35	assays*	
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Design	de	la	puce	mul5-espèces	

•  puce	 mul5-espèces	 construite	 à	 par5r	 de	 la	 même	 synthèse	 des	 4	 beadpools	 précédemment	
designés.	

•  A	cause	de	la	présence	de	mêmes	illumina	codes	dans	les	4	beadpools	déjà	existants	la	puce	mul5-
espèces	ciblant	54	347	SNP	soit	96,5%	de	la	totalité	des	marqueurs	des	4	puces	mono-espèce.		
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Echan5llons,	Génotypage	et	SNP	Allele	calling	

•  ADN:	
Pour	valider	le	génotyage	sur	la	puce	mul5-espèces	nous	avons	u5lisé:		

–  Un	échan5llon	des	mêmes	ADN	(même	tube	stock)	génotypés	sur	chaque	puce	mono-
espèce	 (sauf	pour	 le	 colza:	 nouvel	 envoi	 des	ADN	pré-dilués	 à	par5r	des	 tubes	 stocks	
res5tués	au	partenaire)	

–  A	défaut	un	autre	tube	stock	d’une	autre	extrac5on	du	même	individu	(ADN	vigne)	
–  Certains	ADN	ont	été	dupliqués,	tripliqués…	

	
•  Génotypage	et		Allele	calling:	
Le	génotypage	a	été	réalisé	sur		BeadChips	au	format	24-samples	
	
Le	 calling	 a	 été	 réalisé	 en	 appliquant	 directement	 	 pour	 chaque	 espèce	 le	 ou	 les	 clusterfile(s)		
préalablement	établi		pour	chaque	puce	mono-espèce	
	
Seuls	les	marqueurs	ayant	donné	des	résultats	exploitables	pour	les	puces	mono-espèce	ont	été	
retenus	pour	l’analyse	compara5ve	
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Comparaison	des	résultats	de	calling	mul5-espèces	vs	mono-
espèce:	reproduc5bilité	>	99,8%	
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Résultats	de	la	puce	mul5-espèces:	
sans	réajustement	des	clusterfiles	

•  Reproduc5bilité	inter-puce	moyenne	>	99,8%	sans	les	données	manquantes	

•  Reproduc5bilité	intra-puce	des	répé55ons	>99,99%	

•  Individus	avec	une	faible	reproduc5bilité:	
–  Soit		l’ADN	est	de	mauvaise	qualité	et	il	a	beaucoup	de	données	manquantes	
–  Soit	 	 l’ADN	génotypé	dans	la	puce	mul5	espèce	est	différent	de	celui	génotypé	dans	la	

puce	mono-espèce	(erreur	d’é5quetage	)		
–  Clusterfile	à	ré-affiner	du	au	nombre	et	au		panel	d’échan5llons	
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Analyse	des	discordances:	quelques	exemples	chez	le	peuplier	
mono-espèce : génotype AB multi espèce : génotype AA 

→ Réajustement du cluster file dans la multi-espèces 

→ Problème de cluster file et de population dans la mono-espèce 

mono-espèce : génotype AB Multi espèce : génotype BB 
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Analyse	des	discordances:	quelques	exemples	chez	le	peuplier	
mono-espèce : génotype AB multi espèce : génotype AA 

→ Vraies discordances 
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Pour	le	Fun:	analyse	de	mélanges	d’ADN		

•  mélanges	d’ADN	de	2	à	4	espèces	génotypés	avec	la	puce	mul5-espèces	

•  Plus	on	mélange	d’espèces	plus	la	reproduc5bilité	diminue	mais	reste	variable	selon	le	type	
de	mélange	

•  Reproduc5bilité		entre	99,4%	et	>99,9%	selon	les	mélanges	(sans	les	données	manquantes)	
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Conclusions	et	perspec5ves	de	la	puce	mul5-espèces	

Avantages	de	la	puce	mul5-espèces:	
•  Très	haute	reproduc5bilité	des	résultats	entre	la	puce	mul5-espèces	et	la	puce	mono-espèce:	
	>	99,8%	
•  Diminu5on	des	coûts	par	échan5llon	
•  Partage	 de	 la	 contrainte	 du	 minimum	 d’individus	 par	 espèce	 (	 minimum	 de	 première	

commande	1152	individus)		
•  Possibilité	d’étaler	le	génotypage		sur	plusieurs	années		
	
Contraintes:	
•  Le	coût	de	la	mul5-espèces	doit	être	inférieur	à	la	mono-espèce		
•  Dans	le	cas	de	mélange	d’ADN	 	contrainte	logis5que	que	les	échan5llons	de	chaque	espèce	

arrivent	en	même	temps	

Exemples	 de	 perspec5ves	 d’u5lisa5on	 d‘une	 puce	 mul5-espèces	 en	 groupant	 des	 projets/
espèces:	
•  Contrôle	d’individu:		≤	1	000	SNP	:	uniquement	possible	en	infinium®	à	par5r	de	3K	SNP		
•  Nombre	d’échan5llons	inférieur	à	1152	
•  Puce	générique	à	10k	SNP	par	projets/espèces	pour	environ	5	à	10	espèces	qui	nécessite	de	

s’engager	sur	un	nombre	minimal	de	10-15K	échan5llons	sur	2	ans	pour	pouvoir	négocier	
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